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ク質複合体として転写因子 YY1 (ying-yang 1) と Rb (retinoblastoma protein) の複合体
が、key regulator として機能していることが報告されていた 3)。筆者は、細胞外刺激
























を見出した。リボソーマル RNAは、RNA Polymerase-I (Pol-I)により制御される転写
産物であり、28S, 18Sおよび 5.8S非翻訳系 RNA分子を構成因子としており、これら
因子はタンパク質合成複合体の構成成分である。 














実験には Hela細胞を使用した。Hela 細胞は、10%ウシ胎児血清 (FBS) 、1% ペニシ




Hela細胞（107 cells）は、細胞溶解液（10 mM Hepes-NaOH  pH 7.9, 10 mM KCl, 0.1 




終濃度：0.5%）。その後、細胞懸濁液を遠心分離（2,000 r.p.m x 5分間）により、タン
パク質抽出液と核沈殿物に分別した。核沈殿物に核抽出液 (20 mM Hepes-NaOH  pH 
7.9, 0.4 M KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT, 20% glycerol, protease 
inhibitor)を加え、再懸濁させ、4℃で 30分間静置させた。その後、遠心分離操作（14,000 
r.p.m x 15分間）を行い、上清を核抽出液とした。 
 
2.3 免疫沈降法 
核抽出液に、抗 YY1 抗体、あるいは、抗 UBF1 抗体を加え、4℃で１時間回転さ
せながら反応させた。続いて、50%懸濁 A/Gアガロースビーズを 20 L加え、さらに、
4℃で 2時間反応させた。反応終了後、遠心分離操作（4℃、14,000 r.p.m. x 1分間）に
て、上清と沈殿物に分別し、沈殿物を Normal salt buffer（50 mM Hepaes-NaOH pH7.9, 
150 mM NaCl, 0.2% NP40, protease inhibitor）で 3回洗浄し、さらに、High Salt Ibuffer
（50 mM Hepes-NaOH pH 7.9, 500 mM NaCl, 0.2% NP40, protease inhibitor）で 3回洗浄
した。最後に、Normal salt buffer で 2度洗った後、沈殿物を 2×SDS dye で 95℃5分間
熱処理することで、タンパク質複合体の抽出を行った。 
 
2.4 SDS-PAGEと Immunoblotting法 
 抽出液は、8% SDS-PAGEで分離を行った。SDS-PAGE後、ニトロセルロース膜に
タンパク質を転写した。ニトロセルロース膜を Tris-buffered saline (TBS)で洗浄した後、








3.1 YY1と UBFの複合体形成 
 RNA polymerase-Iの転写開始複合体形成（preinitiation complex: PIC）においては、
基本転写因子である、SL-1 (Selective factor-1: TIF-IA/B/C/D 複合体)  および UBF 
(Upstream binding factor)が構成因子とされている 9)。特に UBFは、細胞刺激に応じて
リン酸化を受け、Pol-I転写活性の制御を行っているとされている 13)。はじめに、YY1
が Pol-I の転写調節に関与するか調べるために、免疫沈降法を用いて、YY1 と UBF
との複合体形成を検討した。Figure 1に示すように、抗 YY1抗体で免疫沈降を行った
ところ、UBFが共沈降してくる結果を得た（Figure 1. lane 3）。また、抗 UBF抗体で






Figure 1. YY1 exists in a complex with UBF in nuclear extract from Hela cells.  
YY1 and UBF complex were analyzed by the immunoprecipitation assay against anti-YY1 
antibody or anti-UBF antibody, respectively. Immunocomplexes were separated by 
SDS-PAGE and detected by immunoblotting analysis. 
 
3.2 YY1の DNA結合領域の探索 
 UBFは、転写調節領域上に UCE (Upstream core element)と呼ばれる、シス領域に結
合することで転写反応に影響を及ぼす 14)。 YY1 も DNA に対する特異的結合配列を
有しており、DNAに結合することで転写反応を調節する転写因子である。前述の YY1
と UBF が複合体を形成している実験結果から、rRNA の転写調節領域には、YY1 特
異的結合配列が含まれる可能性が示唆される。そこで、rRNAの転写調節領域の DNA
配列を用いて、TRANSFAC（http://www.gene-regulation.com/pub/databases.html）およ
び TFSEARCH（http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html）の data baseを使用し、
YY1 が結合するシス配列の検索を行った。この探索の結果、ヒトの場合、転写開始
点から-21 から-16 nt の領域に YY1結合部位が存在すること判明した。また、マウス
の場合-132 から-127 nt、ラットの場合-39 から-34 nt、であり、げっ歯類においても、
YY1のシス領域が存在していることが明らかとなった。このことは、YY1による Pol-I
転写調節は、ヒトのみの制御ではなく、げっ歯類など他の生物種にも関与しているこ








 Specific DNA binding site of YY1 were analyzed by TRANSFAC or TFSEARCH 
programs using ribosomal DNA sequences of human (NR_046235), mouse (NR_046233) 
and rat (X00677), respectively. YY1 binding site shows gray boxes. UCE: upstream core 
element, 18S: 18S ribosomal RNA sequence region, 5.8S: 5.8S ribosomal RNA sequence 










調節されることが明らかとなってきた。これまでに、p53 や Rb 等のがん抑制遺伝子
や、c-Myc 等のがん遺伝子が Pol-I の転写活性化制御に関与している転写調節因子で
あることが報告されている 12)。また、mitogenや血清等の細胞外刺激によるグナル伝
達の活性化においては、Erk kinase が UBFをリン酸化することで Pol-I転写活性化を
行い、mitogen刺激依存的な rRNA合成を促進することも明らかとなっている 13)。最
近では、栄養素シグナルとして知られる AMP-activated protein kinaseが、グルコース
飢餓時において、Pol-Iの基本転写因子である TIF-IAをリン酸化することで、Pol-I転
写の抑制を行う報告もされ 15)、エネルギー代謝のバランス変化によっても調節され
ていることが示された 16)。また、同じ栄養素シグナルに関わるとされる mTOR 
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